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学位論文内容の要旨 
Introduction: Stomata, formed by pairs of guard cells in the epidermis of terrestrial plants, regulate gas exchange 
including transpiration and CO2 entry for photosynthesis. Several stimuli such as abscisic acid (ABA), methyl 
jasmonate, CO2, and higher calcium ([Ca2+]) causes rapid stomatal closure, which is accompanied by reactive oxygen 
species production (ROS), cytosolic alkalization, and cytosolic free calcium ([Ca2+]cyt) elevation. Elevation of [Ca2+]cyt 
activates S-type anion channels and inhibits inward K+ channels in the plasma membrane of guard cells. 
Methods and objectives: I investigated the mechanism of ABA-, MeJA-, and external Ca2+-induced cytosolic 
alkalization and regulation of [Ca2+]cyt elevation by cytosolic alkalization in Arabidopsis thaliana guard cells. During 
ABA-, MeJA- and Ca2+-induced stomatal closure of wild-type, aha1-9, det3-1 (having 60% reduced V-ATPase activity 
both in tonoplast and TGN/EE), and vha-a2 vha-a3 (having no V-ATPase activity in tonoplast only), I detected cytosolic 
alkalization using a pH-sensitive fluorescent dye, BCECF-AM and [Ca2+]cyt elevation using Yellow Cameleon technique. 
Production of ROS was measured using H2DCF-DA. Moreover, I investigated the involvement of the anion channels in 
the [Ca2+]cyt elevation using A. thaliana anion channel mutants, slac1-4 slah3-3 and slac1-4 almt12-1. 
Results and discussion: Chapter 2: ABA and MeJA induced cytosolic alkalization and stomatal closure in wild-type, 
aha1-9, and det3-1 but delayed in vha-a2 vha-a3, whereas external Ca2+ elicited those in wild-type and aha1-9 guard 
cells but not in det3-1 and vha-a2 vha-a3 guard cells. The frequency of ABA-induced [Ca2+]cyt elevation in aha1-9, det3-
1, and vha-a2 vha-a3 guard cells is comparable to wild-type. In response to extracellular Ca2+, det3-1 and vha-a2 vha-
a3 showed long-lasting [Ca2+]cyt elevation in guard cells, with a frequency that differed significantly from wild-type. 
Methylamine induced cytosolic alkalization, [Ca2+]cyt elevation and stomatal closure in det3-1 and vha-a2 vha-a3. 
Overall, ABA- and MeJA-induced cytosolic alkalization require tonoplast localized V-ATPase but Ca2+-induced 
cytosolic alkalization requires both tonoplast and TGN/EE localized V-ATPases. Plasma membrane H+-ATPase is not 
involved in cytosolic alkalization. Cytosolic alkalization regulates transient elevations of [Ca2+]cyt in guard cells. Chapter 
3: External Ca2+ induced stomatal closure in the wild-type plants but not in the anion channel mutant plants whereas 
extracellular Ca2+ induced [Ca2+]cyt elevation both in the wild-type guard cells and in the mutant guard cells. The peak 
height and the number of the [Ca2+]cyt spike were lower and larger in the slac1-4 slah3-3 than in the wild-type and the 
height and the number in the slac1-4 almt12-1 were much lower and much larger than in the wild-type. These results 
suggest that the anion channels are involved in the regulation of [Ca2+]cyt elevation in guard cells. 
論文審査結果の要旨 
陸上植物の表皮に存在する気孔は，水の蒸散や二酸化炭素の取込みを媒介する重要な小孔である。特
に，種々のストレスによって誘導される気孔閉口は，孔辺細胞内の信号伝達経路によって厳密に制御され
ている。植物の本論文は，気孔閉口のための孔辺細胞内の信号伝達経路における細胞質アルカリ化とカル
シウム上昇の制御機構を明らかにしようとしたものである。 
孔辺細胞において，アブシシン酸誘導細胞質アルカリ化とジャスモン酸メチル誘導細胞質アルカリ化
には，液胞膜に存在するV型ATPaseが関与しているが，カルシウム誘導細胞質アルカリ化には，液胞膜と
トランスゴルジネットワーク/アーリーエンドソームに存在するV型ATPaseが関与していることが明らか
になった。しかし，原形質膜H+-ATPaseは，いずれにも関与していないことが明らかになった。また，孔
辺細胞の細胞質アルカリ化は，細胞質のカルシウム動員を制御していることを明らかにした。 
カルシウムは，野生株において気孔閉口を誘導したが，アニオンチャネル変異体では誘導されなかっ
た。しかし，カルシウムは，野生株とアニオンチャネル変異体とにおいて細胞質カルシウム濃度上昇を誘
導した。そのカルシウム動員のパターンは，アニオンチャネル変異体の種類によって異なった。以上の結
果より，カルシウム動員のパターンは，アニオンチャネルの活性化によって，制御されていることを明ら
かにした。 
 
本研究内容は，学術的な価値のみならず，気孔運動に着目した植物生産制御のための技術の基礎となる
ものである。従って，本審査委員会は本論文が博士（学術）の学位論文に値すると判断した。 
